esp@cenet Bibliog||phic data 



Page 1 of 1 



Inhibiting expression of target gene, useful e.g. for inhibiting 
oncogenes, by administering double-stranded RNA complementary to 
the target and having an overhang 



Publication number: 
Publication date: 
Inventor(s}: 

Applicant(s): 
Classification: 
- international: 



- European: 
Application number 
Priority number(s): 



DE1 01601 51 (A1) 
2003-06-26 

LIMMER SYLVIA [DE]; KREUTZER ROLAND [DE]; LIMMER 
STEFAN [DE] 

RIBOPHARMAAG[DE] 

C12N15/09; A61K9/127: A61K31/7105; A61K31/7115; 
A61K31/7125: A61K47/34; A61K47/48; A61K48/00; 
A61P5/00: A61P9/00; A61P25/28; A61P31/12; A61P33/06: 
A61P35/00; A61P35/04; A61P37/02; A61P43/00; 
C07H21/02; C12N15/11; A61K38/00; C12N15/09; 
A61K9/127; A61K31/7105; A61K31/7115; A61K31/7125; 
A61K47/34; A61K47/48; A61K48/00; A61P5/00; A61P9/00; 
A61P25/00; A61P31/00; A61P33/00; A61P35/00; 
A61P37/00; A61P43/00; C07H21/00; C12N15/11; 
A61K38/00; (IPC1-7): C12N15/63; C12N15/11 

C12N15/11B7 

DE20011060151 20011207 

DE20011060151 20011207; DE20011000586 20010109; 
DE2001 1055280 20011026; DE20011058411 20011129 



Also published as: 

i WO02055693 (A2) 
i WO02055693 (A3) 
i US2004175703 (A1) 
I JP2004519458 (T) 
1 EP1 352061 {A2) 

more » 
Cited documents: 

I DE10100587(C1) 
I DEI 01 00588 (A1) 



Abstract of DE 1 01 601 51 (A1 ) 

Inhibiting expression of a target gene (I) in a cell by 
introducing an inhibitory RNA (dsRNAI) having a 
double-stranded structure of at most 49 consecutive 
bases, is new. At least part of one strand (asl) of 
dsRNAI is complementary to (I) and at least one 
end of dsRNAI has an overhang of 1-4 nucleotides 
(nt). 
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Die foigandan Angaben sind dan vom Anmaldar aingaraichtan Untarlagan antnomman 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hemmung der 
Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle, 
wobei ein doppelstrangiges Oitgoribonukleotid (dsRNA) 
in die Zelie eingefuhrt wird, wobel ein Strang (SI) der 
dsRNA einem zum Zielgen komplementaren Bereich auf- 
weist. Zur Verbesserten Wirksamkeit wird vorgeschlagen, 
dass die dsRNA am 5*-Ende des einen Strangs (S1) glatt 
ausgebildet ist und am 3'-Ende des einen Strangs (S1) ei- 
nen Oberhang von 1 bis 4 Nukleotiden aufweist 
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Beschrcibung 

[0001] Die Erfindung betriffl ein Verfahren, wie es z. B, aus der WO 00/44895 bekannl ist. 

[0002] Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren, Medikamenu eine Venvendung verbesserter Wirksamkeit zur 
5 Hemmung der Expression eines voi^egebenen Zielgens in einer Zelle anzugeben. Insbesondere sollen das Verfahren, 
Medikamcnl und die Venvendung in vivo anwendbar scin. 

[0003] Diese Aufgabe wird durch die im Anspruchskoinplex wiedergebenden Merkinale gelosi. 
[0004] Das Verfahren ermoglichl vorteilhafterweise eine besonders efFektive Henunung der Expression eines Zielgens 
in vivo. Die erfindungsgemafi beanspruchte dsRNA zeichnet sich durch eine gute Wirksamkeit bei gleichzeilig hoher 
10 Scrumstabiliat aus. Die dsRNA kann uberraschendcrwcise aufgcnommcn in cincr gccigncten Losung, z. B, inlravcnos, 
. appliziert werden. Es ist nichl erforderlich besondere MaBnahnien zu ireffen, uin die dsliNA in die ZeUe einzuschleusen. » 

Ausfuhrungsbeispiele 

IS In vivo-Studie-Ausfuhrungsl)eispieI 

[0005] Es wurde "GFP-Labormause", welche das Griin-fluoreszierende Protein (GFP) in alien Proteinbiosynthese be- 
trcibcndcn Zcllcn cxprimicrcn, doppclstrangige RNA (dsRNA), die aus der GFP-Scqucnz abgcicitet wurde, i. v. injizicrt. 
Am Versuchsende wurden die Tiere gelotel und die GFP-Exprsession in Nierenschnitten und im Serum gegeniiber He- 
20 ren, die dsRNAs erhielten, die nicht aus der GFP-Sequenz abgeleitet war, untersucht. 

Vcrsuchsprotokoli 

Synthese der dsRNA 

25 

Vcrsuchsticrhaltung und Vcrsuchsdurchfuhrung 

[0006] Es wurde der transgene Labormausstamm TgN(GFPIJ)5Nagy (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) 

verwendet, der GFP (mil einem beta-Aktin-Promotor und einem CMV intermediate early enhancer) in alien bisher un- 
30 tcrsuchtcn Zcllcn cxprimicrt (Hadjantonakis AK ct ai., 1993, Mcch. Dcv 76: 79-90). GFP-transgenc Mausc lasscn sich 

eindeulig anhand der Fluoreszenz (mit einer UV-Handlampe) von den entsprechenden Wildtypen (WT) unterecheiden. 

Fur die Zucht wurde jeweils der entsprechende WT mit einem heterozygotem GFP-iyp verpaart. 

[0007] Die Untcrsuchung crfolgtc gemaB den deutschcn Ticrschutzbcstimmungen. Die Tiere wurden unter kontrollicr- 

ten Umweltbedingungen in Gruppen von 3-5 Tieren in Typ III Makrolon-Kafigen der Fa. Ehret, Emmendingen, bei einer 
35 konstanten Temperatur von 20°C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h gehalten. Als Sagemehleinstreu wurde 

Weichholzgranulat 8/15 der Fa. Altromin, Lage, verwendet. Die Here erhielten I^itungswasser und Standardfiitter Al- 

tromin 1324 pcllcriert (Altromin) ad libidum. 

[0008] Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden die heUreozygoten GFP-Tiere zu je 3 Tieren gruppenweise in Kafigen ge- 
halten. Die Injektionen erfolgten i. v. in die Schwanzvene im 12 h-Tumus uber 5 Tage hinweg. Das Injektionsvolumen 

40 betrug 60 pi pro 10 g Tier und die Dosis betrug 2.5 mg dsRNA bzw. 50 \xg pro kg Tier. Die Einteilung in die Gruppen war 
wie folgt: Gruppe A bcstand aus 6 Hcrcn und crhicU PBS (phosphate buffered saline), Gruppc B, 2 Tiere, erhielt 2.5 rag 
einer KontroU-dsRNA (Sl-Kontrolic) pro kg, Gruppc C, 6 Ticrc, crhiclt 2.5 mg einer wcitcrcn KontroU-dsRNA (S7- 
Kontrolle) pro kg, Gruppe D, 6 Tiere, erhielt 2.5 mg dsRNA (GFP-spezifisch, un weiteren als SI bezeichnet) pro kg, 
Gruppe E. 6 Tierc, erhieU 2.5 mg dsRNA (GFP-spezifisch, im weiteren als S7 bezeichnet) pro kg und Gruppe F, 6 Tiere, 

45 crhiclt 50 jig S 1-dsRNA pro kg. Nach der ietztcn Injcktion wurden die Ticrc im zcitiichen Abstand von 14-20 h gctotct, 
Organe und Blut cntnommcn. 

Organentnahme 

50 [0009] Soforl nach dem Toten der Tiere wurden Blut und verschiedene Organe entnommen (Thymus, Lunge, Herz, 
Milz, Magen, Darm, Pankreas, Gehim, Niere und Leber). Die Organe wurden kurz in kaltem, sterilem PBS gespult und 
mit einem sterilem Skalpell zerteilt. Ein Teil wurde fiir immunhistochemische Farbungen in Methyl Camoys (MC, 60% 
Methanol, 30% Chloroform, 10% Eisessig) fiir 24 h fixiert, ein Teil fur Gcfricrschnittc und fiirProtcinisolicrungen sofort 
in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80T gelagert und ein weiterei; kleinerer Teil wurde fiir RNA-Isolierun- 

55 gen in RNAeasy-Protect (Qiagen) bei -80°C cingefroren. Das Blut wurde sofort nach der Entnahme auf Eis gehalten, 
5 min. bei 2000 rpm (Mini spin, Eppendorf) zenUifugiert, Serum abgenommen und bei -80T gelagert. 

Prozessieren der Biopsien 

60 [0010] Nach 24 h Fixierung in MC wurden die Biopsien in einer aufsteigenden Alkoholreiehe bei RT dehydriert: je 
490 min. 70% Methanol, 80% Methanol, 2 x 96% Methanol und 3 x 100% Isopropanol. Danach wurden die Gewebc in 
100% Isopropanol auf 60''C im Brutschrank erwarmt, nachfolgend fiir 1 h in einem Isopropanol/Parallin-Gemisch bei 
60°C und 3 X fiir 2 h in Paraffin inkubiert und sodann in Paraffin eingebettet. Fiir Immunperoxidase-Farbungen wurden 
mit einem Rotationsmikrotom (Leika) Gewebeschnitte von 3 pm Schnittdicke angefertigt, auf Objekttrager (Superfirost, 

65 Vogel) aufgezogen und fiir 30 min. bei 60°C im Brutschrank inkubiert. 
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Immunperoxidase-Farbung gegen GFP 

[0011] Die Schniile wurden 3x5 min. in Xylol deparafTiniert, in einer absleigenden Alkohoireihe (3x3 iiiin, 100% Ei- 
hanol, 2x2 min 95% Ethanol) rehydriert und danach 20 min. in 3% H202/Methanol zum Blocken endogener Peroxida- 
sen inkubiert. Nach 3x3 min. Waschen mil PBS wurde mil dem 1 . Aniikorper (goai-polyklonaler anti-GFP, Santa Cruz 5 
Biotechnology) 1 : 500 mil 1% BSA/PBS iibcr Nacht bci 4"C inkubiert. Die Inkubation mit dem biotinylicrtcm Sekun- 
daranlikorper (1 : 2000 Verdiinnung) erfolgle fur 30 min. bei RT, danach wurde fur 30 min. mit Avidin D Peroxidase 
(1 : 2000- Verdiinnung, Vector Laboratories) inkubiert. Nach jeder Antikorperinkubation wurden die Schnitte 3x3 min. 
in PBS gewaschen. Alle Aniikorper wurden in 1% Rinderserumalbumin (BSA) verdiinnt. Die Farbung mit 3,3'-Diamin- 
obenzidin (DAB) wurde mit dem DAB Substrat Kit (Vector Laboratories) nach Herstellcrangabcn durchgcfiihn. Als nu- 10 
kleare Gegenfarbung wurde Hamatoxylin in nach Gill (Merck) verwendel. Nach der Dehydrierung in einer aufsteigen- 
den Alkoholreiehe und 3 x 5 min. Xylol wurden die Schnitte mit Entallan (Merck) eingedeckt. Die mikioskopische Aus- 
wertung der Farbung erfolgte DC50 Mikroskop von Olympus, ausgestattet mit einer CG>Camera (Hamamatsu). 



SDS-Gelelektrophorese zur Auftrennung der Serumproteine is 

[0012] Die elekirophoretische Auftrennung der Serumproteine erfolgte in einer Multigel-Long Elektrophoresekammer 
von Biomctra mit einer denaluricrenden, diskontinuierJichcn 15% SDS-PAGE (Polyakrylamid Gclelcktrophorcsc) nach 
Lammli (Nature 277: 680-685, 19970). Dazu wurde zunachst ein Trenngel mil 1.5 imn Dicke gegossen: 7.5 ml Acryla- 
mid/Bisaacrylamid (30%, 0.9%), 3.8 ml l.M Tris/IICl, pH 8.4, 150 pi 10% SDS, 3.3 ml Aqua bidest., 250 ml Ammoni- 20 
umpersulfat (10%), 9 \i\ TEMED (NJ^I,N',N'-Tenamethylendiamin) und bis zum Auspolymerisieren mit 0.1% SDS iiber- 
schichtci. Danach wurde das Sammclgel gegossen: 0.83 ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0.9%), 630 ml 1 M Tris/HCl, 
pH 6.8, 3.4 ml Aqua bidest., 50 pi 10% SDS, 50 \i\ 10% Ammoniuinpersulfal, 5 ^1 TEMED. 

[0013] Vor dem Auflrag auf das Gel wurden je 3 pi Serum mit 6 pi Aqua bidest. und 3 pi 4fach Probenpuffer (200 mM 
Tris, pH 6.8, 4% SDS, 100 mM DTT (Dithiou^ithol), 0.02% Bromphenolblau, 20% Glycerin) verseizt, fur 5 min. im 25 
Hcizblock bci 100*'C dcnaturicrt, nach dem Abkiihlcn auf £is kurz abzcntrifugicrt und auf das Gel aufgctragcn. Dor Lauf 
erfolgte wassergekuhlt bei RT und konslant 50 V. Als Langenstandard wurde der Proteingehnarker verwendel. 



Western Blot und Tmmundetektion 



A B C D E F 
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[0014] Der Transfer der Proteine vom SDS-PAGE auf eine PVDF (Poly venyldinuorid)-Membran (Hybond-P, Amers- 
ham) erfolgte im semidry Verfahren nach Kyhse-Anderson (J, Biochem. Biophys. Methods 10: 203-210, 1984) bei RT 
und einer konstanten Siromstarkc von 0.8 mA/cm^ fur 1.5 h. Als Transfcrpuffcr wurde ein Tris/Glycin-Puffcr eingesctzt 
(39 mM Glycin, 46 mM Tris, 0,1% SDS und 20% Methanol), Zum Uberprufen des elektrophorelischen Transfers wur- 
den sowohl die Gele nach dem Blotten als auch die Blotmembranen nach der Inamundetektion mit Coomassie gefarbt 35 
(0.1% Coomassie G250, 45% Methanol, 10% Eisessig). Zum Absattigen unspezifischer Bindungen wurde die Blotmem- 
bran nach dem Transfer in 1% Magcrmilchpulvcr/PBS fur 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde jc drcimal jc 3 min. mit 
0.1% Tween-20/l'BS gewaschen. Alle nachfolgenden Antikoperinkubationen und Waschschriite erfolgien in 0.1% 
Tween-20/PBS. Die Inkubation mil dem Primarantikorper (goat-polyklonaler anii-GFP) erfolgte fur 1 h bei RT. Danach 
wurde 3x5 min. gewaschen und fiir 1 h bei RT mit dem SekundSrantikorper (donkey anti-goat IgG Hoseradish Peroxi- 40 
dasc gclabcii, Santa Cruz Biotechnology) inkubiert. Die Dctcktion erfolgte mit dem EQ--Systcm von Amcrsham nach 
den Angabcn des Hcrstcllers. 
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Inhibition der GFP-Expression im Serum 

[(WIS] Je 3 p! Serum wurden im 15% SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blotquantifiziert: A) PBS-Kontrolle; B) 
Kl-Kontrolie (0-22-0); C) K3-KonlroUc (2-19-2); D) S 1 (0-22-2); S) S7 (2-19-2); F) S 1 (1/50 der D-Konzcntraiion). 

Hemmung der Genexpression eines Zielgens in kultivierten HELA-S3-Zellen und Mausfibroblasten durch dsRNA 

10016J Die Elfekdvitat der Inhibition der YFP-Exprcssion nach transicntcr Transfckdon cincs YEP-codicrcndcn Plas- 
mids auf der Basis der RNA-Interferenz mil dsRNAs laBl sich durch Gestallung der 3'-Enden und der Lange des basen- 
gepaarlen Bereichs modulieren. 

Ausfiihrungsbeispiel 65 

[0017] Zum Wirksamkeilsnachweis der dsRNA bei der spezifischen Inhibition der Genexpression wurden transient 
transfizierte NIH/3T3-Zellen (Fibroblasten aus NIH Swiss Mausembryo, ECCAC (European collection of animal cell 
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culture) Nr. 93061524) und HELA-53 (humane cervikale Karzinomzellen, DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikrooiga- 
nismcn und 2fellkulturen) Nr. ACC 161) vcrwcndet. Fiir die Transfcktion wurdc das Plasmid pcDNA-YFP verwcndct, 
das ein 8(X) bp groBes Bam HWEco RI-YFP-Fragmenl in den enisprechenden Schnittstellen des \fektors pcDNAB enlhalt. 
Aus der Sequenz des Yellow-fluoreszierenden Proteins (YFP) warden daraus abgeleitete doppelstrangige RNAs 
5 (dsRNAs) hergestellt und zusammen mil dem pcDNA-YFP transient in die Fibrobiasten transfiziert. AnschlieBend 
wurdc die Huoreszenzabnahme gcgcniiber ZcUcn ohnc dsRNA und gegcnubcr Zcllcn, die mit pcDNA-YFP und cincr 
KonUroIl-dsRNA (nicht aus der YFP-Sequenz abgeleilet) transfiziert wurden, ausgewertet. 

VersuchsprotokoU 

10 

dsRNA-Synthese 

[0018] Mittels eines RNA-Synthesizers (Vyp Expedite 8909, Applied Biosystems, Weiterstadl, Deutschland) und her- 
kommlichcr chcmischcr Vcrfahrcn wurden die aus den ScqucnzprotokoUcn ersichtlichcn RNA-Einzclstrangc und die zu 

15 ihnen komplementaren Einzelstrange synthetisien. AnschlieBend erfolgte die Reinigung der rohen Syntheseprodukte mil 
Hilfe der lEPLC. Verwendet wurde die Saule NucleoPac PA- 100, 9 x 250 nun, der Fa. Dionex; als Niedersalz-Puflfer 
20 mM Tris, 10 mM NaC104, pH 6.8, 10% AcetoniLril und als Hochsalz-Puffer 20 niM Tris, 400 mM NaC104, pH 6.8, 
10% Acctonitril. Der FluB bctrug 3 ml/Minute. Die Hybridisicrung der Einzelstrange zum Doppclstrang erfolgte durch 
Aufheizen des slochiometrischen Gemischs der Einzelstrange in 10 iiiM Nauiuniphosphalpufler, pH 6.8, 100 inM NaCl, 

20 auf 80-90°(' und nachfolgendes langsames Abkuhlen iiber 6 Stunden auf Raumtemperatur. 

Aussaat der Zellen 

[00191 Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sierilen Bedingungen in einer entsprechenden Werkbank (MS 18, Hera 
25 Safe, Kendro, Heraeus) durchgefuhrt. Die Kultivierung der NTH/3T3-ZeIIen und der HELA-S3 erfolgte im Brutschrank 
(C02-Inkubator T20, Hera cell, Kendro, Heraeus) bci 3TQ 5% COz und gesattigter Luftfeuchtigkcil in DMEM (Dul- 
becco*s modified eagle medium, Biochrom), fur die Mausfibroblasten, und Ham's F12 fur die HELA-Zellen mit 10% 
FCS (fetal calf serum, Biochrom), 2 mM L-Glutamin OBiochrom) und Penicillin/Streptomycin (100 IE/100 pg/ml, Bio- 
chrom). Urn die Zellen in der exponenliellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle 3 Tage passagiert. 24 
30 Stunden vor der Durchfuhrung der Transfcktion wurden die Zcllcn trypsiniert (10 x Trypsin/EDTA, Biochrom, Deutsch- 
land) und mit einer Zelldichte von 1.0 X 10^ ZellenA/erliefung in einer 96-Loch-Platte (M ultiwell Schalen 96-Well Rach- 
boden, T^bor Schubert & Weiss GmbH) in 150 pi Wachstumsmedium ausgesaL 

Durchfuhrung der transienten Transfcktion 

35 

[0020] Die Transfektion wurde mit Lipofectamine Plus™ Reagent (Life Technologies) gemafi den Angaben des Her- 
stcllcrs durchgefuhrt. Pro Well wurden 0.15 pg pcDNA-YFP-Plasmid eingesetzt. Das Gcsamt-Transfcktionsvolumen bc- 
trug 60 |jl. Es wurden jeweils 3fach-Proben angesetzt. Die Plasmid-DNA wurde zuerst zusammen mit der dsRNA kom- 
plexiert. Dazu wurde die Plasmid-DNA und die dsRNA in serumfreiem Medium verdunnt und pro 0. 1 pg Plasmid-DNA 

40 1 pi PLUS Reagent eingesetzt (in einem Volumen von 10 pi) und nach dem Mischen fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. WShrend der Inkubation wurde pro 0.1 pg Plasmid-DNA 0.5 pi Lipofectamine in insgesamt 10 pi serumfreiem 
Medium verdunnt, gut gemischt, zu dem Plasmid/dsRNA/PLUS-Gemisch zugegeben und nochmals 15 Minuten inku- 
biert. Wahrend der Inkubation wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Die Zellen wurden dazu 1 x mit 200 pi serum- 
freiem Medium gewaschen und danach mit 40 pi serumfreiem Medium bis zur Zugabe von DNA/dsRNAyPLUS/Lipo- 

45 fectaminc wcitcr im Brutschrank inkubiert. Nach der Zugabe von 20 pi DNA/dsRNA/PLUS/Lipofcctaminc pro Well 
wurden die Zellen fur 2.5 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen nach der Inkubation 1 x 
mit 200 pi Wachstumsmedium gewaschen und fur 24 Stunden bis zur Detektion der Fluoreszenz in 200 pi Wachstums- 
medium im Brutschrank inkubiert 

50 Detektion der Fluoreszenz 

[0021] 24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurde die Fluoreszenz der Zellen am Fluoreszenz-Mikroskop 
(IX50-S8F2, Huoreszenz-Einheit U-ULSlOOHg, Brenner U-RFL-1700, Olympus) mit einer USH-I02D-Quecksilbcr- 
Lampe (USHIO Inc., Tokyo, Japan), ausgestattel mit einem WIB-Huoreszenz-Wurfel und einer digitalen CCD-Kamera 

55 (Orca nim, Hamamatsu) und C4742-95 Kamera-Controller) photographiert. Die Auswertung der Fluoieszenzaufiiah- 
men erfolgte mit der analysis-Software 3.1 (Soft Imaging Sytem GmbH, Deutschland). Urn die YFP-Euoreszenz in Re- 
lation zur Zelldichte zu setzen, wurdc cine Zellkemfarbung (Hoechst-Staining) durchgcfiihrt. Dazu wurden die Zcllcn in 
lOOplMethylcamoy (75% Methanol, 25% Eisessig) zuerst fiir 5 und danach nochmals fUr 10 Minuten in Methylcaraoy 
fixiert. Nach dem LuftU-ocknen wurden die fixierten Zellen fur 30 Minuten im Dunkeln mit 100 pi pro Well Hoechst- 

60 Farbstoflf (75 ng/ml) inkubiert. Nach 2maligem Waschen mit PBS (PBS Dulbecco w/o Ca"^ Mg^^ Biochrom) wurden 
die Hoechst-gefarbten 5^11en unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus, WU-Fluorcszcnz-Wurfel fiir Hocchst) pho- 
tographiert. 

10022] In den Abb. 1 bis 5 ist die Inhibition der YFP-Expression durch dsRNA in kuUivierten Maus- Fibrobiasten dar- 

gestellt: 

65 Die Abb. 1, 2 und 3 sind Graphiken, die den Effekt von dsRNAs, die aus der Sequenz von YFP abgeleitet sind, und von 
Kontroll-dsRNAs auf die YFP-Expression in NIH/3'n-Mausfibroblaslen nach U^sienter Transfektion zeigen, wie im 
VersuchsprotokoU beschrieben. Die Konzentration der dsRNA bezieht sich auf die KonzenU^ation im Medium und isl auf 
der x-Achse angegeben. Die Bezeichnung fiir die dsRNAs sind der Tabelle "Sequenzen" zu entnehmen. Dargestellt ist 
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die relative Fluoreszenz pro Bildausschnitt in % Flache. Pro Well warden 3 verschiedene Bildausschnitte ausgewertet 
Die Mittelwerte ergcbcn sich aus den 3fach-Ansatzcn. In den Abb. 4 und 6 isl die spczifische Inhibition dcr YFP-Gcn- 
expression durch dsRNAs in HELA-S3-2felIen dargeslelll. 

[0023] Die Abb. 5 zeigt reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transient mit YFP transfizierten 
NTH/3T3-Mausfibroblasten ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 VergroBerung). 5 
5A: YFP-KontroUc 
5B:S1, 10 nM 
5C: S4, 10 nM 
5D:S7, 10 nM 

5E:S7/S12, 1 nM 10 
5F:S7/S12,lnM 

[0024] Die Abb. 6 zeigt reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transient mit YFP transfizierten 
HELA-3S-Zellen ohne dsRNA und mit spezifisch gegen YFP gerichteten dsRNAs (x 100 VergroBerung). 
6A: K2-KoniroUc, 10 nM 

6B:S1, lOnM is 
6C: S4, 10 nM 
6D: S7, 10 nM 
6E: S7/11, 1 nM 
6F: S7/12, 1 nM 

6G:S1A/S4B, lOnM 20 
6H: YFP-KontroUe 



SchluBfolgerungen 

[0025] In Abb. 1 ist zu sehen, daB die Inhibtion der YFP-Expressipn nach transienter TVansfektion von Mausfibrobla- 25 
stcn mit dcm YFP-Plasmid zusammcn mit spezifisch gcgcn die YFP-Scquenz gerichteten dsRNAs dann bcsonders wir- 
kungsvoll gehemmt wird, wenn die 3>Enden der 22 und 19 Basengepaare enthaltenden Bereiche der dsRNAs einzel- 
strangige Abschnitte von 2 Nukleodden aufVeisen. Wahrend die dsRNA S 1 mit glatten 3'-Bnden bei einer Konzentradon 
von 1 nM (bezogen auf die Konzentradon im Zellkultur-Medium wahrend der Durchfiihrung derTransfektion) keine in- 
hibitorischcn Effekte auf die YFP-Expression zeigt, inhibicrcn die dsRNAs S7 (19 bascngcpaartc Nukleotidc) und S4 (22 30 
basengepaarte Nukleolide) init jeweils 2nl Uberhangen aufbeiden 3'-Enden die YFP-Expression um 50 bzw. um 70% im 
Vergleich zu den entsprechenden KontroIl-dsRNAs K3 und K2, deren Sequenzen nicht aus der YFP-Sequenz abgeleitet 
sind, Bci cincr Konzcntration von 10 nM inhibicrt die als SI bczeichnctc dsRNA mit glatten Endcn die YFP-Expression 
um -65%, wahrend die Inhibition der YFP-Expression durch die S4 dsRNA -93% betragt. Der inhibitorische Effekt der 
mit S4 und S7 bezeichneten dsRNAs ist konzentrationsabhangig (Abb. 1 und 2, siehe auch Abb. 4). Weiterhin ist aus der 35 
Abb. 2 zu entnehmen, daB fiir die effiziente Unterdriickung der YFP-Genexpression die einzelstrangige Ausbildung 
nicht an bcidcn 3'-Endcn (auf sense und an tiscnsc- Strang) notwcndig ist. Um cine moglichst cffcktive Inhibition der 
YFP-Expression zu erreichen, ist lediglich der 2nt-Uberhang am 3'-Ende auf dem antisense-Strang (dem zur YFP- 
mRNA komplementaren Bereich) notwendig. So liegt die Inhibition der YFP-Expression bei einer Konzentradon von 
1 nM bei beiden dsRNAs S4 (mit 2nt-t)berfaangen auf beiden 3'-£nden) und S 1 A/S4B (mit einem 2nt-t}berhang auf dem 40 
3'-Endc dcs antisensc-Strangcs) bei -70%. Bcfindct sich dagegen der 2nt-tjbcrhang auf dem 3'-Ende des sense-Strangcs 
(und das 3'-Ende des antisense-Stranges tragi kcinen cinzclstrangigen Bereich) so liegt die Inhibition der YFP-Genex- 
piession lediglich bei 50%. Analog ist die Inhibition bei hdheren Konzentradonen deutlich besser, wenn niindestens das 
3'-Ende des antisense-So'anges einen 2nt-t)berhang tragi. 

[0026] Eine weitere Erhohung der Hemmung der YFP-Expression wird errcicht, wenn der basengepaarte Bereich 21 45 
Nukleotid-Paare statt 22 (SI und S4) oder 19 (S 7) umfasst. So betragt die Inhibition der YFP-Expression durch SI (22 
Basenpaarungen mit glatten Enden) -40%, wahrend die Inhibition durch S7/S12 (21 Basenpaarungen mit glatten Enden) 
bei -92% liegt. Enthalt die dsRNA mit 21 Basenpaarungen noch einen 2nt-Uberhang am antisense-Y-Ende (S7/S11), so 
liegt die Inhibition bei -'97% (verglichen mit -73% Inhibition durch S4 und -70% Inhibition durch S7). 

50 

Untersuchung der Serumstabilitat der doppelstrangigen RNA (dsRNA) 



10027] Zicl ist cs, die in den Zcllkulturcn gefundcne Effcktivitat dcr durch dsRNAs vermittelten Hemmung der Gen- 
expression von Zielgenen fur den Einsatz in vivo noch weiter zu steigem, indem durch die Erhohung der Stabilitat der 
dsRNAs im Serum und damit deren \ferweilzeit unter in vivo-Bedingungen die wirksame Konzentradon des fiinktioncl- 55 
len MolekUls erhoht wird. 



Ausfuhrungsbeispiel 

[0028] Die Serumstabilitat der die GFP-Expression hemmenden doppelstrangigen Oligoribonukleotide (dsRNA) 60 
wurdc ex vivo in murinem und humanem Serum gctcstet. 



Versuchsprotokoll 

[0029] Die Inkubation mit humanem bzw. murinem Serum mit der entsprechenden dsRNA erfolgte bei 37*'C in Heiz- 65 
block. Es warden je 85 pi Serum mil 15 pi 100 pM dsRNA inkubiert. Nach bestimmten Inkubationszeiten (30 min, 1 h, 
2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h) wurden die Proben sofon bei -80°C eingefroren. Als KonUrolle wurde dsRNA ohne Serum 
(4^5 pi ddH20) und dsRNA mit Serum zum Zeilpunkt 0 verwendet 
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[0030] Fur die Isolierung der dsRNA aus dem Inkubalionsansatz, die auf Eis erfolgte, wurden jeweils 400 pi 0. 1 % SDS 
zu den Ansatzcn gegcben und ciner Phenolcxtraktion unicrzogcn: Pro Ansalz wurden 500^1 Phenol : Chloroform : Isoa- 
mylalkohol (lAA, 25 : 24 : 1, Roli®-Phenol, Rolh, Karlsruhe) zugegeben und fur 30 sec auf hochster Slufe gevonexl 
(Vortex Genie-2; Scientific Industries). Nach lOminiitiger Inkubation auf Eis erfolgte die Phasentrennung durch Zenui- 
5 fugation bei 1 2 000 xg, 4°C, fur 1 0 min. (Sigma 3K30, Rotor 1 2 1 3 1 -H). Die obere wassrige Phase (ca. 200 pi) wurde ab- 
gcnommcn und zucrsl cincm DNasc I- und danach cincm Protcinalc K-Vcrdau unicrzogcn: Zugabc von 20 pi 10 x fach 
DNasel-Puffer (100 inM Tris, pH 7.5, 25 mM MgCl2, 1 niM Caa2) und 10 U DNase I (D7291, Sigma- Aldrich), 30 min. 
Inkubation bei 37°C, emeute Zugabe von 6 U DNase I und Inkubation fiir weitere 20 min. bei 37°(', Zugabe von 5 pi 
Proteinase K (20 mg/ml, 04-1075, Peqiab, DeuLschland) und 30 min. Inkubation bei 37°C. Danach wurde eine Phenol- 
ic cxtraktion durchgcfiihrt. Dazu wurde 500 pi Phenol : Chloroform : lAA (25 : 24 : 1) zugegeben, 30 sec auf hochster 
Stufe gevorlexi, 10 niin. bei 12 000 xg, 4**C, zenlrifugierl, der Ubersland abgenoinmen und nacheinander mil 40 pi 3 M 
Na-Ac (Natriumacetat), pH 5.2, und 1 ml 1(X)% ElOH versetzi, dazwischen gut gemischt und fiir mindestens 1 h bei 
-80*'C gefallt. Das Prazipitat wurde durch Zentrifugation bei 1 2 000 xg fur 30 min. und 4**C pelletiert, mit 70% EiOH ge- 
waschen und crncut zcntrifugicrt (10 min. 12 000 xg, 4°C). Das luftgctrocknclc Pellet wurde in 30 pi RNA-Gclauftrag- 
15 spuffer (7 M Hamsioff, 1 x TBE (0.09 M TYis-Borat, 0.002 EDTA (Ethylendiaminteu-aacelaO, 0.02% (w/v) Bromphen- 
olblau, 0.02% (w/v) Xylencyanol) aufgenommen und bis zum Gelaufu^g bei -20^(' gelagert. 

[0031] Zur Charakterisierung der dsRNA wurde eine analytische, denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(analytischc PAGE) durchgcfiihrt. Die Harnstoffgclc wurden kurz vor dcni Lauf hcrgcslellt: 7 M Hamsioff (21 g) wurde 
in 25 ml 40% wassrige Acrylamid/Bisacrylamid Siammlosung (Roliphorese-Gel, A515.1, Roth) und 5 ml 10 x TBE 

20 (108 g Tris, 55 g Borsaure, 9.3 g EDTA pro L Aqua dest.) unter Ruhren gelost und auf 50 ml mil Aqua dest. aufgefuUt. 
Kurz vor dem GieBen wurden 50 pi TEMED (Nji,N',N'-Teiramethylethylendiamin) und 500 pi 10% APS (Ammonium- 
pcroxidisulfat) zugcsctzi. Nach dem Auspolymcrisicrcn wurde das Gel in cine vcrtikalc Elcktrophorcsc-Apparatur 
(Merck, Dannstadl) eingesetzt und ein Vorlauf fiir 30 min. bei konslant40 iriA Stromslarke durchgefuhrt. Als LaufpufTer 
wurde 1 x TBE-Puffer verwendet. Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die RNA-Proben fur 5 min. bei 100**(' erhitzt, 

25 auf Eis abgekiihlt und fur 20 sec in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, minispin) abzentrifugiert. Es wurden je 15 pi auf 
das Gel aufgctragcn. Der Lauf erfolgte fiir ca. 2 h bei eincm konstantcn SuxjmfluB von 40 mA. Nach dem Lauf wurde das 
Gel 30 min. bei RT (Raumtemperatur) mit Stains all-Farbelosung (20 ml Stains all Siammlosung (200 mg Stains all in 
200 ml Formamid gelost) mit 200 ml Aqua desL und 180 ml Formamid versetzt) gef^bt und die Hinteignindfarbung da- 
nach durch Spiilen in Aqua dest. fur 45 min. entfemt. Die Gele wurden mit dem Photodokumentationssystem Image Ma- 

30 ster VDS von Pharmacia photograph icrt. 

[0032] Die Abb. 7 bis 14 zeigen die Serumstabilital der dsRNA nach Inkubation mit huinanem bzw. murinem Serum 
und nachfolgender elektrophoretischer Auftrennung im 20%igem 7 M Hamstoffgel. 
[0033] Abb. 7: Inkubation von S 1 (0-22-0) in Maus-Serum 

35 1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

2. zum Zeitpunkt 0 

3. fiir 30 Minuten 

4. fiir 1 Stunde 

5. fur2Stunden 
40 6. fiir4Stunden 

7. fiir 12 Stunden 

8. 2 pi 100 pM SI ohnc Inkubation 
SIA) sense SI (10 pi 20 pM SI A) 
SIB) anlisense SI (10 pi 20 pM SIB) 

45 

[0034] Abb. 8: Inkubation von SI (0-22-0) in humancra Serum 

1. 2 pi 100 pM S 1 unbehandelt (ohne Inkubation) 

2, fur 30 Minuten 
50 3. fiir 2 Stunden 

4. fiir 4 Stunden 

5. fiir 6 Stunden 

6. fiir 8 Stunden 

7. fiir 12 Stunden 
55 8. fur 24 Stunden 

Si A) sense Si (10 ml 20 pM SIA) 
SIB) anlisense SI (10 pi 20 pM SIB) 

[0035] Abb. 9: Inkubation von S7 (2-19-2) in Maus-Serum 

60 

1. zum Zeitpunkt 0 (ohne Scrum) 

2. fur 30 Minuten 

3. fiir 4 Stunden 

4. fiir 12 Stunden 

65 

[0036] Abb. 10: Inkubation von S7 (2-19-2) in humanem Serum 
1. senseS7(10pl20pMS7A) 
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2. antisenseS7(10pl20|iMS7B) 

3. flirSOMinuten 

4. fur 1 Slunde 

5. fur2Stunden 

6. fur4Stunden 5 

7. fur6Stundcn 

8. fiir 12 Slunden 

9. fur 24 Slunden 

10. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

10 

10037J Abb. 11: Inkubalion von K3 (2-19-2) in Maus-Serum 

1 . sense K3 (10 pi 20 pM K3A) 

2. antiscnsc K3 (10 pi 20 pM K3B) 

3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) is 

4. zum Zeitpunkt 0 (mil Serum) 

5. fur30Minuten 

6. fiir 1 Stundc 

7. rur2Stunden 

8. fur 4 Slunden 20 

9. furl2Stunden 

[0038] Abb. 12: Inkubalion von PKCl/2 (0-22-2) in Maus-Serum 

1. fiir30Minuten 25 

2. fur 1 Stundc 

3. fur 2 Slunden 

4. fur 4 Slunden 

5. fiir 12 Stunden 

6. 2 Ml 100 mM PKCl/2 (unbehandelt) 30 



[0039] Abb. 13: Inkubalion von SI A/S4B (0-22-2) in humanem Serum 



1 . zum Zeitpunkt 0 (ohne Serum) 

2. fur 24 Stunden 35 

3. fiir 12 Stunden 

4. fur 8 Slunden 

5. fiir 6 Stunden 

6. fiir 4 Slunden 

7. fiir 2 Stunden 40 

8. fur30Minutcn 

9. senscK3(10Ml20pMK3A) 

10. antisensc K3 ( 10 pi 20 jjM K3B) 

[0040] Abb. 14: Inkubalion von K2 (2-22-2) in humanem Scrum 45 

1. senseK2(10pl20pMK2A) 

2. antisense K2 ( 10 pi 20 pM K2B) 

3. zum Zeitpunkt 0 (ohne Scrum) 

4. fur30Minuten 50 

5. fiir 2 Stunden 

6. fur 4 Stunden 

7. fiir 6 Stunden 

8. fur 8 Stunden 

9. fiir 12 Stunden 55 

10. fur 24 Stunden 



SchluBfolgerungen 

60 

[0041] dsRNAs ohne cinzclsU*angige Bcrcichc an den 3'-Endcn sind im Serum sowohl von Mcnsch und Maus wcscnl- 
lich slabiler als dsRNAs mil einzelstrangigen 2nt-Uberhangen an den 3'-Enden (Abb. 7 bis 11 und 14). Nach 12 bzw. 24 
Stunden Inkubalion von SI in murinem bzw. humanem Serum ist noch immer eine Bande in der urspriinglichen GroBe 
fast volistandig erhallen. Dagegen nimmt bei dsRNAs mit 2nl-Uberhangen an beiden 3'-Enden die Stabilitat in humanem 
als auch im murinen Serum deullich ab. Bereits nach 4 Stunden Inkubalion von S7 (Abb. 9 und 10) oder K3 (Abb. 11) ist 65 
keine Bande in der OriginalgroBe mehr deleklierbar. Die Lange des basengepaarlen Bereichs hal dabei keinen EinfluB auf 
die Stabilitat, wie ein Vergleich der Serumstabilital von K2 (2-22-, Abb. 14) mit S7 bzw. K3 zeigi. Um die Stabilitat von 
dsRNA im Serum zu erhdhen, ist es ausreichend, wenn die dsRNA ein glattes Ende besitzt. Im Maus-Serum ist nach 4 
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Stunden Inkubalion Abb. 12, Bahn 5) dieBande in derOriginalgroBe kaum abgebautim Vergleich zu S7 (nach 4 Stunden 
vollstandiger Abbau, Abb. 9, Bahn 3). 

[0042] Kombinalion von Serumslabilital und Eflizienz bei der Inhibition von Zielgenen: als oplimaler KoinpromiB 
hinsichtiich der biologischen Wirksamkeit von dsRNA kann die Verwendung von dsRNA mil einem glattem Ende und 
5 einem einzelstrangigem Bereich von 2 Nukleoiiden angesehen werden, wobei sich der einzelsirangige Uberhang am 3*- 
Endc der zum Zielgcn komplemcntarcn Scquenz auf dcm als antiscnsc bczcichnctcn Strang (SI) bcfindcn muB. 



Sequenzen 



10 


S1 


(A) 




5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUC -3 














(B) 




3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5 




0 


-22 


-0 


IS 


S7 


(A) 




5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3^ 














cb; 


3 


- CUGGUGUACUUCGUCGUGCUG -5 




2 


-19 


-2 


20 


K1 


\^) 




D - ALAbbAU(jA(jOAUCGUUUCGCA -3 














(B) 




3"- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5 




0 


-22 


-0 


25 


K3 


(A) 




5 " -GAUGAGGAUCGUUUCGCAUGA- 3 ' 














(B) 


3 


' -UCCUACUCCUAGCAAAGCGUA- 5 " 




2 


-19 


-2 


30 


K2 


(A) 




~ ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCATTG 










3S 




(B) 


3 


^- UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU 




2 


-22 


-2 




S1A/ 


(A) 

V**/ 






-J 








40 


S4B 


(B) 


3 


CTGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG 




0 


-22 


-2 


PKC 


(A) 






-J 










1/2 


(B) 




3"- GAAGAGGCGGAGUGUGGCGACG 




2 


-22 


-0 


4S 


S7/S12 


(A) 




5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3" 










50 




(B) 




3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5" 




0 


-21 


-0 


S7/S11 


(A) 




5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUU -3^ 














(B) 


3 


CUGGUGUACUUCGUCGUGCUGAA -5" 




0- 


-21- 


-2 


55 


S4 


(A) 




5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU - 


-3" 












(B) 


3 


CTGGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG 




2- 


-22- 


-2 


60 


K1A/ 
K2B 


(A) 

(B) 


3 


5"- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCA 
UCUGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU 


-3" 
-5" 


0- 


-22- 


-2 



65 
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K1B/ 
K2A 



(A) 
(B) 



5"- ACAGGAUGAGGAUCGUUUCGCAUG -3' 
3-- UGUCCUACUCCUAGCAAAGCGU -5" 



2-22-0 



5 



S1B/ 
S4A 



(A) 
(B) 



5"- CCACAUGAAGCAGCACGACUUCUU -3"^ 
3"- GGUGUACUUCGUCGUGCUGAAG -5" 



2-22-0 



10 



Patcntanspriichc 



15 



1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle, wobei ein doppelstrangiges 
Oiigoribonukieotid (dsRNA) in die Zeile eingefuhrt wird, wobei ein Strang (SI) der dsRNA einen zum Zieigen 
komplcmcntarcn Bereich aufweist, dadurch gekennzeichnet, da6 die dsRNA am 5'-Endc dcs cincn Strangs (SI) 
glati ausgebildet ist und ain 3'-Ende des einen Slrangs (SI) einen Uberhang von 1 bis 4 Nukleoliden aufweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Uberhang aus 1 oder 2 Nukleotiden gebildet ist. 20 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der komplementare Bereich der dsRNA weniger ais 50» vorzugsweise 
wcnigcr ais 25, aufcinandcrfolgcndc Nukieotidpaarc aufweist. 

4. Verfahren nach einein der vorhergehenden Anspriiche, wobei der komplemenlare Bereich derdsRNA 19 bis 24, 
vorzugsweise 19 oder 22, aufeinanderfolgende Nukieotidpaarc aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vodiergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausge> 2S 
biidct ist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA zur Applikation in einer Puflerlosung 
aufgenommen ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhei^ehenden Anspruche, wobei die dsRNA oral, inhalativ, intrataumoral, intrave- 

nos oder iniraperitoneal verabreicht wird. 30 

8. Verfahren nach eineni der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in niicellare Strukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, eingeschlossen wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in viraic natiirlichc Kapsidc oder in auf 
cheniischem oder enzymatischem Weg hergestellte kunstliche Kapside oder davon abgeieitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 35 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA mittels TnjekUon oder Infusion verab- 
reicht wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in einer menge von hochsten 5 mg je 
Kilogramm Korpergewicht pro Tag verabreicht wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zieigen in eukaryontischen Zellen exprimiert 40 
wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhcigchcnden Anspriiche, wobei das Sclgen aus der folgcndcn Gruppc ausgc- 
wahlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-R:otein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zieigen in pathogenen Organismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 45 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Zieigen Bestandtcil cincs Virus oder Viroids 
ist. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid 
ist. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden, um ei- 50 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der durch die komplementarcn Nukleotidpaare 
bcwirkte Zusammenhalt der doppclstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwci, wcitcrc chcmi- 
sche Verkniipfungen erhoht wird. 

1 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die chemische \%ricnupfung durch eine kovalente 55 
Oder ionische Bindung, eine WasserstofFbriickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswocbsclwirkungen, oder durch Mctall-Ionenkoordination gebildet wird. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppel- 
strangigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet wird. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 60 
stammcndcs, davon abgelcitctes oder ein synthctisch hcrgcstclltes virales HuUprotein gcbundcn, damit assoziiert 
oder davon umgeben wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das HuUprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Hiillprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enlhalt. 65 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Ge- 
bildes aus dem Hiillprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine mensch- 
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liche Telle isl. 

26. Medikamcnt zur Hcmmung dcr Expression cincs vorgcgcbcncn Ziclgcns in cincr Zcllc, cnlhaltcnd mindcstcns 
ein doppelslningiges Oligoribonukleolid (dsRNA), wobei ein Strang (SI) der dsRNA einen zum Zielgen koinple- 
menlaren Bereich aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die dsRNA am 5'-Ende des einen Strangs (SI) glalt aus- 

5 gebildet ist und am 3'-Ende des einen Strangs (SI) einen Uberhang von 1 bis 4 Nukleotiden aufweist. 

27. Medikamcnt nach Anspruch 26, wobei dcr Uberhang aus 1 odcr 2 Nukleotiden gebildet ist. 

28. Medikamcnt nach Anspruch 26 oder 27, wobei der komplemenliire Bereich der dsRNA weniger als 50, vor- 
zugsweise weniger als 25, aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

29. Medikamcnt nach einem der Anspriiche 26 bis 28, wobei der komplementare Bereich der dsRNA 19 bis 24, 
10 vorzugswcisc 19 odcr 22, aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist, 

30. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 29, wobei die dsKNA abschnittsweise doppelslrangig ausgebil- 
det ist 

3 1 . Medikameni nach einem der Anspriiche 26 bis 30, wobei die dsRNA zur Applikaiion in einer Pufferlosung auf- 
gcnommcn ist. 

15 32. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 31, wobei die dsRNA oral, inhalativ, intrataumoral, intravenos 
Oder intraperitoneal verabreicht wird. 

33. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 32, wobei die dsRNA in micellare Stiukturen, vorzugsweise in 

Liposomcn, cingcschlosscn ist. 

34. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 33, wobei die dsRNA in virale naiurliche Kapside oder in auf 
20 chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kiinstliche Kapside oder davon abgeleitete Slrukturen einge- 

schlossen isl. 

35. Medikamcnt nach cincm dcr Anspriiche 26 bis 34, wobei die dsRNA mittcls Injcktion odcr Infusion vcrabrcich- 
bar isl. 

36. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 35, wobei es derart porlioniert ist, dass die dsRNA in einer 
25 Menge von h5chsten 5 mg je Kilogramm Korper^ewichl pro Tag verabreichbar ist. 

37. Medikament nach cincm der Anspriiche 26 bis 36, wobei das Zielgen in cukaryontischen Zcllcn cxprimicrbar 
isl. 

38. Medikameni nach einem der Anspriiche 26 bis 37, wobei das Zielgen aus der folgcnden Gruppc ausgewahll ist: 
Onkogen, Cylokin-Gen, Id-Proiein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

30 39. Medikamcnt nach cincm dcr Anspriiche 26 bis 38, wobei das ^clgcn in pathogcncn Oiganismen, vorzugswcisc 

in Plasmodien, exprimierbar isl. 

40. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 39, wobei das Zielgen Bestandieil eines Virus oder Viroids ist. 

41. Medikamcnt nach cincm dcr Anspriiche 26 bis 40, wobei das Virus cin humanpathogcnes Virus odcr Viroid ist. 

42. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 4 1 , wobei die Enden der dsRN A modifizien sind, um einem Ab- 
35 bau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

43. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 42, wobei der durch die komplementaren Nukleotidpaare be- 
wirktc Zusammcnhali dcr doppclstrangigcn Siruktur durch mindcsicns cine, vorzugswcisc zwci, wcitcrc chcmische 
Verkniipfungen erhoht ist. 

44. Medikameni nach einem der Anspruche 26 bis 43, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente 
40 oder ionische Bindung, eine Wasserstoffbriickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 

Waals- odcr Stapclungswcchsclwiikungen, oder durch Metall-Ioncnkoordination gebildet ist. 

45. Medikament nach cincm dcr Anspriiche 26 bis 44, wobei die chcmische Vcrkniipfung durch in dcr doppclstran- 
gigen Struktur anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

46. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 45, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
45 mcndcs, davon abgclcitctcs odcr ein synthctisch hcigestelltcs viralcs Hiillprotcin gcbundcn, damit assoziicrt oder 

davon umgcbcn ist. 

47. Medikameni nach einem der Anspriiche 26 bis 46, wobei das Htillprotein vom Polyomavirus abgeleitet ist. 

48. Medikameni nach einem der Anspriiche 26 bis 47, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VPl) und/oder 
das Virus- Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enlhalt. 

50 49. Medikameni nach einem der Anspruche 26 bis 48, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebil- 
des aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt isL 

50. Medikament nach einem der Anspriiche 26 bis 49, wobei die Zelle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
ZcUc ist. 

51. Verwendung eines doppelstrangigen Oligoribonukleotids (dsRNA), bei dein ein Strang (SI) der dsRNA einen 
55 zu ei nem Zielgen komplementaren Bereich aufweist, wobei die dsRNA am 5'-Ende des einen Strangs (S 1) glatt aus- 

gebildet ist und am 3'-Ende des einen Strangs (SI) einen Uberhang von 1 bis 4 Nukleotiden aufweist, zur Hemmung 
dcr Expression des Ziclgcns in einer Zcllc 

52. Verwendung nach Anspruch 51, wobei der Uberhang aus 1 oder 2 Nukleotiden gebildet ist. 

53. Verwendung nach Anspruch 51 oder 52, wobei der komplementare Bereich der dsRNA weniger als 50, vor- 
60 zugsweise weniger als 25, aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

54. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 53, wobei dcr komplementare Bereich dcr dsRNA 19 bis 24, 
vorzugsweise 19 oder 22, aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisl. 

55. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 54, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelslrangig ausgebil- 
det ist. 

65 56. Verwendung nach einem der Anspriiche 5 1 bis 55, wobei die dsRNA zur Applikation in einer Puflferlosung auf- 
genommen isl. 

57. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 56, wobei die dsRNA oral, inhalativ, intrataumoral, intravenos 
oder intraperitoneal verabreicht wird. 
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58. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 57, wobei die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in 
Liposomcn, cingcschlossen wild. 

59. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 58, wobei die dsRNA in virale naliirliche Kapside oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg heigeslellie kUnstliche Kapside oder davon abgeleitete Sinikturen cingc- 
schlossen wird. 5 

60. Verwendung nach einem der Anspriiche 5 1 bis 59, wobei die dsRNA millcls Injektion oder Infusion vcrabrcicht 
wird. 

61 . Verwendung nach einem der Anspriiche 5 1 bis 60, wobei die dsRNA in einer mcnge von hdcbsten 5 mg je Ki- 
logramm Korpergewicht pro Tag verabreicht wird. 

62. Verwendung nach cincm der Anspriiche 51 bis 61, wobei das Zielgcn in cukaryontischcn Zcllcn cxprimicrt to 
wild. 

63. Verwendung nach einem der Anspriiche 5 1 bis 62, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 
Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Proiein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

64. Verwendung nach cincm der Anspriiche 51 bis 63, wobei das Ziclgcn in pathogcncn Oiganismcn, vorzugsweise 

in Plasmodien, cxprimicrt wird. 15 

65. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 64, wobei das Zielgen Bestandtcil eines Virus oder Viroids ist. 

66. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 65, wobei das Virus ein humanpalhogenes Virus oder Viroid isl. 

67. Verwendung nach cincm der Anspriiche 51 bis 66, wobei die Endcn der dsRNA modifizicrt wcrdcn, um cincm 
Abbau in der Zelle oder einer Dissozialion in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

68. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 67, wobei der durch die komplemeniaren Nukleotidpaare be- 20 
wirkte Zusammenhali der doppelstrangigen Suruktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische 
Vcrkniipfungen crhoht wird. 

69. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 68, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalcnte 
oder ionische Bindung, cine Wasserstoffbriickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungcn, oder durch Metall-Ionenkoordination gebiidet wird. 25 

70. Verwendung nach cincm der Anspriiche 5 1 bis 69, wobei die chemische Vcrkniipfung durch in der doppelstran- 
gigen Siruktur anstelle von Purinen benulzten Purinanaloga gebiidet wird. 

71. Verwendung nach cincm der Anspriiche 51 bis 70, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem \^s stam- 
niendes, davon abgeleiletes oder ein synthetisch heigestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgcbcn wird. 30 

72. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 71, wobei das Hiillprotein vom Polyoinavirus abgeleitel ist. 

73. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 72, wobei das Hullprotein das Virus-Prolein 1 (VPl) und/oder 
das Virus- Protein 2 (VP2) dcs Polyomavirus enthait. 

74. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 73, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebil- 

des aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 35 

75. Verwendung nach einem der Anspriiche 51 bis 74, wobei die Zclle eine Vertebratenzelle oder eine menschliche 
ZcUc ist. 

Zur Erlauterung der vorgenannten Merkmale wird insbesondere auch auf die WO 00/44895 verwiesen, deren Of-- 
fenbarungsgehalt hiermit vollinhaltlich einbezogen wird. 
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